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Produkt erhSltlich aus Kollagen und Verfahren zu dessen 
Hers tel lung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Produkt erhSltlich 
aus Kollagen, ein Verfahren zu dessen Hers tel lung sowie 
Arzneimittel und kosmetische Mittel, die dieses Produkt 
enthalten. 

Kollagen ist ein Eiweifistoff , dessen Eigenschaften zum 
grdBten Teil bekannt sind ( TRAUB, W. und PIEZ, K.A. in 
Advanc. Prot. Chem., 25, 243, Academic Press, New York 
(1971); VIIDIK, A., Intern. Rev. Conn. Tissue Res., 6, 
127, Academic Press, New York (1973) ; RAMACHANDRAN, G.N., 
und HODGE, A.G. , in "Treatise on Collagen", Vol. 1, S. 103 
und 185, Academic Press, London (1967)). Es ist bereits 
versucht worden, Kollagen zur Heilung von Wunden zu verwenden. 
Die Ergebnisse dieser Versuche waren jedoch sehr wechselhaft 
und nicht reproduzierbar. 

in nativem Zustand besteht das Kollagen aus drei Ketten 
( 2 ^-Ketten, 1 ^-Kette) , die helixartig ineinander ge- 
bunden sind und die durch nicht kovalente Bindungen zusammen- 
gehalten werden. Dieses Kollagen wird im Pol'genden als 
"monomeres Kollagen" bezeichnet. Einige oder eine ganze Reihe 
von "Molekaien" des monomeren Kollagens kSnnen sich durch ko- 
valente Bindungen miteinander verbinden, wodurch sogenanntes 
"polymeres Kollagen" ( enthaltend 2 bis etwa 4 Kollagen- 
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Einheiten) und "hochpolyineres Kollagen" ( enthaltend 
mehr als 4 Kollagen-Einheiten) entsteht. 

Es wurde nun gefunden, dafi es zur Erzielung einer guten 
Wirkung mit Kollagen entscheidend darauf ankommt, daB in 
den Kollagen enthaltenden Praparaten ein bestimmtes 
Verhaltni£- yon monomerem : polymerem : hochpolymerem 
Kollagen eingehalten wird. 

Gegenstand der Erfindung 1st ein Produkt, welches 25 - 50 
Telle monomeres, 25 - 50 Telle polymeres und 0-40 
Telle hochpolyineres Kollagen in einem Puffer enthalt, 

Gegenstand der Erfindung ist weiter <*in Verfahren zur 
Herstellung des Produktes, welches dar in besteht, daB man 

a) Kollagen in einer Alkalisalzlosung, die eine Hexose 
Oder Glycerin enthSlt, bei niederer Temperatur riihrt 
und die unlSslichen Bestandteile abtrennt, wobei man 
eine Losung I, die monomeres Kollagen enthSlt, und 
einen Riickstand A erhalt, 

b) den Riickstand A in 0,01 -1,0 molarer Saure unter Zusatz von 
0,05 -3% <j£-Ketoglu tar saure bei Raumtemperatur riihrt 

und anschlieBend die unlGslichen Bestandteile abtrennt, 
wobei man einen Oberstand II, der polymeres Kollagen 
enthSlt, und einen Riickstand B erhSlt, 

c) den Riickstand B in einer wSBrigen LSsung, die 0,2 bis 8 
Mol Urethan und gegebenenf alls 0,3 bis 8 Mol Harnstoff 
pro Liter enthSlt, Oder in Trispuffer ( pH 4 * 0 bis 8 / 0 ), 
der 0,05 bis 0,5 Mol/1 Calciumchlorid enthSlt, riihrt 
und zentrifugiert, wobei man das hochpolymere Kollagen 
im tfberstand III erhalt, und 
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d) die tJberstande I, II und III getrennt durch Dialyse 

gegen Wasser oder mit Natriumchlorid ausfSllt, die Nie- 
derschlSge einzeln in einem physiologisch vertrag- 
lichen Puffer (pH 2-7) auflost, und die Losungen so 
raischt, daB das Verhaltnis der Bestandteile I, II 
und III zueinander ( 25 bis 50 ) : (25 bis 50 ) t 
( 0 bis 40) betrSgt. 

In einer bevorzugten Aus ftthrungs form wird zu der so 
erhaltenen L5sung Prolin zugesetzt, so daB der Gesamtprolin- 
gehalt bis zu 40 I, vorzugsweise 30 %, bezogen auf den 
Gesamtgehalt an AminosSuren nach der Hydrolyse f bet;:agt. 

Gegenstand def Erfindung sind schlieBlich Arzneimittel 
und kosmetische Mittel, die das neue Kollagen-Produkt 
enthalten. 

Als Ausgangsmaterial kann handelsttbliches Kollagen ver- 
wendet warden. Dieses ist stets ein Geraisch von moriomerem, 
polymerem und hochpolymerem Kollagen. Am besten eignet 
sich ein Kollagen mit einem mSglichst hohen Anteil an 
Moafcomerem, welches aus jungen Tieren gewonnen werden kann. 
Bei Kollagen aus alten Tieren kann der Anteil an Monomerem 
so gering sein, daB eine Aufarbeitung nach dem erfindungs- 
gemSBen Verfahreri unwirtschaftlich wird. 

Es kann zweckmSBig sein, das als Ausgangsmaterial verwen- 
dete Kollagen einem Reinigungsschritt zu unterziehen, bevor 
man es gemSB der Erfindung aufarbeitet. Die Reinigung kann 
dadurch erfolgen, daB man aus den Kollagenen Verunreinigungen 
z.B. mit einer KochsalzlSsung, die einen Komplexbildner 
enthSlt, extrahiert. 

Der erste Reaktionsschritt a) wird zweckmSBig bei 2 - 8°C 
durchgefQhrt. Die Alkalisalz-Konzentration sollte nicht unter 
0,01 Mol/1 liegen, nach oben ist keine Grenze gesetzt. 
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Als Hexosen kommen insbesonders Glucose, Fructose und 
Galactose in Betracht, die vorzugsweise in einer Menge 
von 0,05 bis 0,5 Mol/1 verwendet werden. Geeignete 
SSuren fur den Schritt b) sind z.B. SchwefelsSure , Phos- 
phorsfiure, AmeisensSure , Bernsteinsaure, Oxalsaure u.dgl. 
Besonders geeignet sind EssigsSure und MilchsSure. Pur 
den Schritt c) kommen als Urethane solche mit niederen 
Alky Igruppen , besonders Xthylurethan , in einer Menge 
von norma lerweise 0,2 - 5,0, vorzugsweise 1,5 - 2,5, 
Mol/1 in Betracht. Es hat sich als giinstig erwiesen, zu- 
sStzlich Harnstoff in einer Menge von 0,3 - 8,0, vor- 
zugsweise 0,5 - 1,5, Mol/1 zu der Urethanlosung zuzugeben. 
Der fur d) verwendete Puffer sollte einen pH-Wert von 2-7 
besitzen und 0,01 bis 1,0 molar sein. Zu seiner Herstel- 
lung kSnnen alle geeigneten Salze und SSuren verwendet 
werden, die physiologisch yertrSglich sind. Besonders 
geeignet sind Acetat- und Citrat-Puf fer mit einem pH-Wert 
von 3,5 bis 6,0. 

Es empfiehlt sich, zu der erhaltenen Losung ein Antibioti- 
kum zuzusetzen, urn die Haltbarkeit zu erhfihen. Es kOnnen 
auch weitere Substanzen wie z.B. Vitamine (AscorbinsSure) , 
Aminosauren (Glycin, DL-Threonin, L-Cystein) oder Cu-, Zn- 
und Eisensalze zugesetzt werden. 

Das neue, aus Kollagen erhSltliche Produkt eignet sich sehr 
gut zur Behandlung offener Wunden, weil es die Wundgranula- 
tion stark anregt. Auch f fir kosmetische Zwecke 1st es wegen 
seiner feuchtigkeitsspendenden und reparativen Wirkung gut 
verwendbar. 
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Beispiel 1 • 

I. Vorreinigung des Kollagens 

6 kg Kollagen werden in 20 1 deionisiertem Wasser, in 
dem 4 % EDTA ( 800 g) und 1 % NaCl ( 200 g) gelOst 
sind, bei 4°C 24 Stunden geriihrt. Danach wird zentrifu- 
giert. Der Oberstand wird verworfen. 

• Herstellung des Endproduktes 

a) Das vorgereinigte Kollagen ( 5,5 kg) wird in 100 1 Wasser, 
in dem 1 kg Glucose und 1,5 kg NaCl gel6st sind, 24 
Stunden bei 4°C geriihrt und anschlieffend zentrifu- 
giert* Der ttberstand (I) wird aufbewahrt (80 1). 

b) Der Rackstand (2,5 kg) wird mit 40 1 0,05 M Essig- 
sSure, in der 0,5 % (200 g) /^-Ketoglutarsaure ent- 
halten sind, 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt 
und anschlieflend erneut zentrifugiert. Der tfber stand 
(II) wird aufbewahrt (35 1) . 

c) Der Zentrifugierriickstand (1,5 kg) wird in 25 1 Wasser, 
in dem vorher 1,5 kg Harnstoff und 1,125kg Athylurethan 
gelost sind, 24 Stunden bei 4°C geriihrt. Danach wird 
wieder zentrifugiert und der Oberstand (III) (20 1) aufbe- 
wahrt. Der Riickstand ( 400 g) wird verworfen. 

d) Die Oberstande I, II und III werden getrennt gegen Was- 
ser dialysiert ( 40 Stunden bei 15°C). Die ausgefalle- 
nen Kollagenf asern werden abgetrennt, in 0,1 M Zitrat- 
puffer (pH 4,0) bei 4°C aufgenommen ( I in 45 1, II in 
15 1, III in 16,5 1) und zentrifugiert. 

Es werden 40 Telle I, 40 Telle II und 20 Telle III 
zusammengemischt und anschlieflend rait dem Zitratpuffer 
1:10 verdiinnt. Die Gesamtkonzentration an I, II und III 
im Endpro4ukt liegt . • bei etwa 0,6 %. Der Gehalt 
an Prolin betrSgt nach der Hydrolyse 15,7 % bezogen 
auf den Gesamtgehalt an Protein. 
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Beispiel 2 2507223 

Das Beispiel 1 wurde wiederholt, jedoch wurde in 
Schritx c) der Zentrifuglerriickstand in 25 1 0,2 M 
Trispuffer ( pH7,0), der 0,1 Mol/1 CaCl 2 enthielt, 
geriihrt. 

Die Ausbeute war dieselbe wie in Beispiel 1 . 
Beispiel 3 

a) 5 kg Kollagen werden in 40 1 Wasser, in dem 1 , 1 36kg 
Dinatriumhydrogenphosphat und 4 kg Glycerin gelSst 
sind, bei 8°C 24 Stunden geriihrt und zentrifugiert. 
Der Uberstand I wird aufbewahrt. ( 30 1) 

b) Der Rtickstand (3,5 kg) wird mit 30 1 0,5 M Milch- 
saure und 3O0 g j^-Ketoglutarsaure 20 Stunden bei 
Rauratemperatur geriihrt und anschliefiend zentrifugiert • 
Der tJberstand II (20 1) wird aufbewahrt. 

c) Der Zentrifugierruckstand (2,2 kg) wird in 25 1 Wasser, 
in dem vorher 9 kg Xthylurethan gelSst . wurden, 24 
Stunden bei 4°C geriihrt. Danach wird zentrifugiert 

und der Oberstand III aufbewahrt. ( 20 1) 

d) Die UberstSnde I ( 30 1) , II ( 20 1) und III ( 20 1) 
werden getrennt mit NaCl gesattigt und bei 4°C tiber 
Nacht stehen gelassen. Die ausgef allenen Kollagene 
werden einzeln filtriert r mit kleinen Mengen Wasser 
gewaschen, gewogen und in je 5 1 0,1M Zitratpuffer 

( pH 4,5) gelSst. Die Ldsungen I, II und III werden so 
gemischt, dafl das Gemisch monomeres (I) , polymeres (II) 
und hochpolymeres (III) Kollagen im VerhSltnis 45 : 45 
: 10 enthalt. 

Der Gehalt an Prolin betragt nach der Hydrolyse 16,4 % 
bezogen auf den Gesamtgehalt an Protein. 
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Die nach den Beispielen 1 , 2 und 3 erhaltenen Kollagen- 
produkte lassen sich direkt fur medizinische und kosmeti- 
sche Zwecke verwenden. Weitere Beispiele fiir medizinische 
und kosmetische Zusammensetzungen sind die folgenden: 

A* 100 ml LSsung gemafi Beispiel 1 
0,19 g L-Prolin 
1 ,0 g Neomycinsulfat 

B. 100 ml Losung gem^B Beispiel 2 
0,22 g L-Prolin 

0,5 g Glycin 

0,5 g D,L-Threonin 

0,5 g L-Cystein 

1,0 g Neoniycinsuif at 

C. 100 ml LSsung geraSB Beispiel 3 
0,23 g L-Prolin 

O, 5 g Glycin 

0/5 g D,L-Threonin 

0,5 g L-Cystein 

0,1 g AscorbinsSure 

1 ,0 g Zn-Salz 

0,5 g Neonrycinsulfat 

0,5 g Bacitracin 
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Patentansprtiche 



(1). Produkt erhaltllch aus Kollagen, dadurch gekennzeich- 
net, daB es 25 - 50 Telle monomeres, 25 - 50 Teile 
polymeres und 0-40 Teile hochpolymeres Kollagen in 
einem Puffer enthalt. 

2. Produkt gema/3 Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , daB 
es zusStzlich Prolin enthalt, so daB der Gesamtgehalt 
an Prolin bis zu 40 % betrSgt. 

3. Verfahren zur Herstellung des Produktes geraaB Anspruch 
1 , dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) Kollagen in einer Alkalisalzldsung, die eine Hexose 
Oder Glycerin enthalt, bei niederer Temper atur ruhrt 
und die un!3s lichen Bestandteile abtrennt, wobei man 
eine Losung I, die monomeres Kollagen enthalt, und 
einen RUck stand A erhalt, 

b) den Rtickstand A in 0,01 - 1,0 molarer Saure unter 
Zusatz-von 0,5 bis 3 % ^(,-Ketoglutarsaure bei Raum- 
temperatur riihrt und anschlieBend die unloslichen 
Bestandteile abtrennt, wobei man einen tfber stand II, 
der polymeres Kollagen enthalt, und einen Ruckstand 
B erhalt, 

c) den Rtickstand B in einer wSBrigen Losung, die 0,2 
bis 8 Mol Urethan und gegebenen falls 0,3 bis 8 Mol 
Harnstoff pro Liter enthalt, oder in Trispuffer 

( pH 4,Obis8,0), der 0,05 bis 0,5 Mol/1 Calciumchlorid 
enthalt, rtlhrt und zentrifugiert , wobei man das hoch- 
polymere Kollagen im tlberstand III erhalt, und 

d) die tfberstande I, II und III getrennt durch Dialyse 
gegen Wasser oder mit Natriumchlorid ausfallt, die 
NiederschlSge einzeln in einem physiologisch 
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vertraglichen Puffer ( pH 2 - 7) suspendiert und die 
L8sungen so mischt, daB das VerhSltnis der Bestand- 
telle I, II und III zueinander ( 25 bis 50) : (25 bis 
50 ) : ( 0 bis 40 ) betrSgt. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafl man zu der erhaltenen Ldsung Prolin zugibt, so 
daB der Prolingehalt bis zu 40 %, vorzugsweise 30 %, 
bezogen auf den Gesamtgehalt an AminosSuren nach der 
Hydrolyse, betrSgt. 

5» Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
daB man zu der erhaltenen L5sung 0,1 - 5%, vorzugs- 
weise 1 %,Glycin und/oder Cysteiri und/oder Threonin 
zufiigt. 

6. Verfahren gemSB Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet 
dafl man zu der erhaltenen LOsung O,01 bis 2 % Zink und 
/oder Kupfer und/oder Eisensalze zuffigt. 

7. Verfahren gemSB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB zu der erhaltenen LSsung 0,5 -2 % f vorzugsweise 

1 %, Antibiotika wie z.B. Neomycinsulf at oder Bacitra- 
cin zuftigt. 

8. Arzneimittel enthaltend Produkte gemSB Anspruch 1 oder 
2. 

9 • Kosmetische Mittel enthaltend Produkte gemSB Anspruch 
1 oder 2. 
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ORIGINAL INSPECTED 



